Роль кислородтранспортной функции крови в реализации NO-зависимых эффектов ишемического прекондиционирования при реперфузии печени by Ходосовский, М. Н. & Зинчук, В. В.
НОВОСТИ  МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКИХ  НАУК. NEWS OF BIOMEDICAL SCIENCES 
2017.  Т. 16.,  № 1. 
 
П А Т О Ф И З И О Л О Г И Я  




М. Н. ХОДОСОВСКИЙ, В. В. ЗИНЧУК 
РОЛЬ КИСЛОРОДТРАНСПОРТНОЙ ФУНКЦИИ КРОВИ В 
РЕАЛИЗАЦИИ NO-ЗАВИСИМЫХ ЭФФЕКТОВ ИШЕМИЧЕСКОГО 
ПРЕКОНДИЦИОНИРОВАНИЯ ПРИ РЕПЕРФУЗИИ ПЕЧЕНИ 
 
Гродненский государственный медицинский университет, Гродно, Беларусь 
 
Ишемическое прекондиционирование (ИП) является эффективным способом коррекции 
окислительных повреждений печени при реперфузии. Монооксид азота (NO) может играть 
дуалистическую роль в развитии окислительного/нитрозативного стресса при ишемии-реперфузии 
печени (ИРП). Цель исследования установить роль NO-синтазной функции в механизме защитного 
действия ИП на печень. Взрослых кроликов-самцов (n=25), весом 3,5–4,5 кг, разделили на 3 группы: в 1-й 
группе (n=11) моделировали ИРП, во 2-й группе (n=8) до ИРП проводили курс ИП. Для оценки вклада 
NO в механизм защитного действия ИП при ИРП кроликам 3-й группы (n=6) вводили L-NAME (5 мг/кг, 
Sigma). Оценивали параметры кислородтранспортной функции крови, прооксидантно-антиоксидантного 
состояния и активность аланин- и аспартатаминотрансфераз (АЛТ и АСТ). Установлено снижение 
защитного эффекта ИП в условиях ингибирования NO-синтазной функции при ИРП в крови у кроликов 
по увеличению уровня продуктов перексиного окисления липидов, активности АЛТ и АСТ, снижению 
факторов антиоксидантной защиты и кислородсвязывающих свойств крови. Таким образом, защитное 
действие ИП на печень в значительной степени обусловлено эндогенной продукцией NO, 
газотрансмиттерные свойства которого способствуют коррекции кислородсвязывающих свойств крови и 
окислительного стресса при ИРП. 
Ключевые слова: ишемическое прекондиционирование, печень, монооксид азота, окислительный 
стресс, гемоглобин. 
 
Введение. Реперфузионные повреждения печени являются частым осложнением при 
выполнении резекций и трансплантации органа [4, 9]. Механизм синдрома ишемии-реперфузии 
печени (ИРП) включает развитие окислительного/нитрозативного стресса, воспаления, нарушений 
микроциркуляции и кислородтранспортной функции (КТФ) крови, что снижает функциональную 
активность и может вызвать гибель гепатоцитов путем некроза или апоптоза [5, 14]. Ишемическое 
прекондиционирование (ИП) является высокоэффективным способом коррекции окислительных 
повреждений печени при реперфузии [17]. Показано, что при использовании ИП улучшаются 
параметры КТФ крови и прооксидантно-антиоксидантного состояния при ИРП [5]. Предполагают, 
что ИП может реализовывать свой протективный эффект через модуляцию NO-синтазной функии при 
ИРП [16]. Вместе с тем известно, что монооксид азота (NO) может играть дуалистическую роль в 
развитии окислительного/нитрозативного стресса, а также влиять на кислородсвязывающие свойства 
крови при ИРП [6, 18]. Цель исследования установить роль NO-зависимых эффектов в механизме 
защитного действия ИП на печень при ишемии-реперфузии у кроликов.  
Материалы и методы. Работа выполнена на взрослых кроликах-самцах весом 3,5–4,5 кг, 
предварительно выдержанных в стандартных условиях. Под комбинированным внутривенным 
наркозом (гексенал 30 мг/кг; калипсол 1,5 мг/кг/мин) вводили катетеры: один – в v.hepatica для забора 
печёночной венозной крови, другой – в правое предсердие для получения смешанной венозной крови. 
Ишемию печени в течение 30 минут вызывали маневром Прингла (Pringle maneuver). 
Реперфузионный период длился 120 минут. Забор образцов крови для оценки параметров КТФ крови, 
маркеров повреждения печени (трансаминаз) и суммарного количества нитритов/нитратов (NOx) 
осуществляли до и после ишемии, а также на 120-й минуте реперфузионного периода.  
Животных разделили на 3 экспериментальные группы: в 1-й группе (n=11) моделировали 
ИРП, во 2-й группе (n=8) до ИРП проводили  курс ИП путем кратковременного пережатия печеночно-
двенадцатиперстной связки в течение 10 мин. с последующим периодом реперфузии (10 мин.). Для 
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минут перед началом реперфузии вводили неселективный ингибитор NO-синтазы – метиловый эфир 
Nω-нитро-L-аргинина (L-NAME, 5 мг/кг, Sigma, внутривенно). Степень повреждения гепатоцитов 
оценивали по активности аланин- и аспартатаминотрансфераз (АЛТ и АСТ) кинетическим методом с 
помощью стандартного набора реактивов фирмы «Cormay» (Польша). Определение NOx в плазме 
крови для оценки общего синтеза NO в организме животных проводили спектрофотометрическим 
методом с помощью реактива Грисса [11]. Для восстановления нитратов в нитриты использовали 
металлический кадмий. 
 
Табл. 1. Влияние ишемического прекондиционирования печени на показатели кислородтранспортной функции, 
прооксидантно-антиоксидантного состояния и трансаминаз в печеночной венозной крови в условиях 
ингибирования NO-синтазной функции у кроликов (М  m) 
Показатель 
Исходный уровень 





реперфузии + L-MAME 
n 11 11 8 6 
p50реал, мм рт. ст. 33,9  1,0 41,5  1,0* 34,2  1,6# 41,7  2,7* 
p50станд, мм рт. ст. 31,8  0,6 28,5  1,5* 32,6   1,2# 33,6   1,8# 
Hb, г/л 117,4 8,0 115,0 7,9 111,0  8,6 111,8  4,4 
pO2, мм рт. ст. 42,2   2,3 35,8  2,6 44,4  4,2 36,2  2,7 
pH, ед. 7,36 0,02 7,11 0,05* 7,36 0,02# 7,22  0,08 
рCO2, мм рт. ст. 47,6  1,9 61,3  5,8* 43,6  3,7# 61,0  8,7 
HCO3
-, ммоль/л 27,2  1,1 19,2  1,2* 24,8  1,7# 25,2  3,6 
TCO2, ммоль/л 28,6  1,1 21,1  1,3* 26,1  1,8# 27,1  3,6 
ABE, ммоль/л 1,9  1,2 -9,9  1,7* -0,1   1,5# -2,7   4,3 
SBE,  ммоль/л 1,5  1,3 -10,5  1,7* -0,9  1,8# -2,8  4,6 
SBC,  ммоль/л 25,7  1,0 15,9  1,4* 24,1  1,2# 21,6  3,3 
ДКпл, ΔЕ233/мл 0,6  0,03 2,4  0,1* 0,80,04*# 2,08  0,12* 
ОШпл, ЕД/мл 7,8  0,2 12,1  0,7* 9,4  0,4*# 11,34  0,54* 
α-Токоферолпл, мкмоль/л 20,4  0,2 16,3  0,4* 18,10,3*# 17,2  0,3* 
Каталазаэр, моль/л*гHb*с 1,6  0,1 0,5  0,1* 1,5  0,1# 0,6  0,1* 
NOx, мкмоль/л 15,7  0,84 9,5  0,8* 18,7  1,2# 7,8  0,55* 
АЛТ, ЕД/л 32,2  2,0 374,122,3* 185,97,5*# 373,6  37,3* 
АСТ, ЕД/л 34,9  2,0 340,214,5* 188,66,3*# 347,2  32,0* 
Примечание:  – достоверность различий показателей по сравнению с исходным уровнем (p0,05);  # – 
достоверность различий показателей по сравнению с животными 1-й группы в соответствующий период 













На микрогазоанализаторе «Synthesis-15» (Instrumentation Laboratory Company) оценивали 
показатели КТФ крови: р50реал., гемоглобин (Hb), рО2, рСО2, рН, бикарбонат плазмы (НСО3
-
), общий 
СО2 плазмы (ТСО2), действительный избыток оснований (АВЕ), стандартный избыток оснований 
(SBE), стандартный бикарбонат плазмы (SBC). Сродство гемоглобина к кислороду (СГК) определяли 
по показателю р50 (рО2 крови, соответствующее 50% насыщению ее кислородом). р50станд. 
рассчитывали для стандартных условий (рН=7,4; pCO2=40 мм рт. ст. и Т=37 °С), p50реал – 
рассчитывали для реальных значений этих факторов.   
 
Табл. 2. Влияние ишемического прекондиционирования печени на показатели кислородтранспортной функции, 
прооксидантно-антиоксидантного состояния и трансаминаз в смешанной венозной крови в условиях 









реперфузии + L-MAME 
n 11 11 8 6 
p50реал, мм рт. ст. 33,3  1,2 40,4  1,1* 34,5  1,7# 41,7  0,9* 
p50станд, мм рт. ст. 30,4   1,0 28,8  1,3 32,4   1,3# 34,5  2,1# 
Hb, г/л 118,3 7,6 115,2 8,8 109,5  8,1 104,5  5,2 
pO2, мм рт. ст. 40,5   3,0 35,4  3,3 39,5  3,3 35,3  3,2 
pH, ед. 7,36  0,03 7,12  0,05* 7,36  0,03# 7,23  0,06 
рCO2, мм рт. ст. 47,5  2,3 60,2  5,8* 44,6  4,6# 60,5  6,6 
HCO3
-, ммоль/л 27,2  1,5 19,3  1,4* 24,9  1,4# 26,0  3,5# 
TCO2, ммоль/л 28,7  1,5 21,2  1,4* 26,3  1,5# 27,9  3,6# 
ABE, ммоль/л 1,9  1,6 -9,7  1,9* 0  1,3*# -1,7   3,8# 
SBE,  ммоль/л 1,5  1,8 -10,3  1,9* -0,7  1,4*# -1,8  4,2# 
SBC,  ммоль/л 25,6   1,3 16,1  1,5* 24,1  1,0*# 22,4  3,0# 
ДКпл, ΔЕ233/мл 0,5  0,03 2,2  0,2* 0,8  0,08*# 2,4  0,2* 
ОШпл, ЕД/мл 7,7  0,2 11,7  0,7* 8,9  0,3*# 11,4  0,5* 
α-Токоферолпл, мкмоль/л 20,3  0,2 16,5  0,4* 18,2  0,3*# 17,4  0,4* 
Каталазаэр, ммоль/л*гHb*с 1,6  0,1 0,6  0,1* 1,4  0,2# 0,7  0,1* 
NOx, мкмоль/л 15,96  0,74 9,17  0,54* 18,38  1,26# 8,1  0,56* 
АлАТ, ЕД/л 30,6  2,2 370,8  23,1* 176,8  9,3*# 377,7  36,7* 
АсАТ, ЕД/л 34,1  2,2 365,4  21,6* 175,7  9,1*# 351,5  25,5* 
Примечание:  – достоверность различий показателей по сравнению с исходным уровнем (p0,05);  # – 
достоверность различий показателей по сравнению с животными 1-й группы в соответствующий период 
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Изучали следующие показатели прооксидантно-антиоксидантного состояния: продукты 
перекисного окисления липидов (ПОЛ), концентрация диеновых коньюгатов (ДК) и оснований 
Шиффа (ОШ), факторы антиоксидантной системы (уровень -токоферола и активность каталазы). 
Содержание ДК определяли методом ультрафиолетовой спектрофотометрии гептановых экстрактов 
при длине волны 233 нм [2]. Уровень ОШ определяли по интенсивности флуоресценции 
хлороформного экстракта при длинах волн возбуждения и эмиссии 344 нм и 440 нм соответственно 
[12]. Содержание -токоферола в биологическом материале оценивали по интенсивности 
флуоресценции гексанового экстракта [7]. В качестве стандарта использовали -токоферол и ретинол  
фирмы «Sigma». Активность каталазы оценивали спектрофотометрическим методом, основанным на 
способности пероксида водорода образовывать с солями молибдена стойко окрашенный комплекс [3].  
Статистическую обработку полученных данных проводили с использованием t-критерия 
Стьюдента или U-теста, в зависимости от нормальности распределения выборок. Достоверными 
считали различия при p<0,05. 
Результаты и их обсуждение. Изменение основных показателей КТФ, прооксидантно-
антиоксидантного состояния, NOx и активности трансаминаз печеночной и смешанной венозной 
крови у кроликов отражены в таблицах 1 и 2. Установлено, что при ингибировании NO-синтазной 
функции в 3-й группе существенные различия по отношению к 1-й группе кроликов при определении 
активности трансаминаз в крови не обнаружены, что указывает на нивелировании защитного эффекта 
ИП при ИРП в условиях введения L-NAME. Так активность АЛТ печеночной и смешанной венозной 
крови на 120-й минуте реперфузии в 3-й группе по отношению к соответствующему периоду во 2-й 
группе возрастала на 101,0% (р<0,05) и 113,6% (р<0,05) соответственно. Схожая динамика изменений 
активности АСТ наблюдалась в обоих образцах исследуемой крови (табл. 1, 2). Снижение защитного 
эффекта ИП в условиях ингибирования NO-синтазной функции при ИРП установили по уровню 
продуктов ПОЛ. Так, на 120-й минуте реперфузии у кроликов 3-й группы в смешанной венозной 
крови уровень ДК по отношению к соответствующему периоду во 2-й группе повысился в 3,0 раза 
(р<0,05), а флуоресценция продуктов со свойствами ОШ увеличилась на 27,5% (р<0,05). Схожая 
динамика изменения параметров ПОЛ была установлена в образцах печеночной венозной крови у 
кроликов 3-й группы (см. табл. 1).  
Выявлено, что показатели антиоксидантной защиты у животных 3-й группы ухудшались. Так, 
в конце реперфузии концентрация  -токоферола в плазме печеночной и смешанной венозной крови 
по отношению к исходному уровню уменьшалась на 18,5% (р<0,05) и 16,6% (р<0,05) соответственно. 
Активность каталазы эритроцитов в печеночной и смешанной венозной крови на 120-й минуте 
реперфузии в 3-й группе по отношению к соответствующему периоду во 2-й группе снизилась на 
60,0% (р<0,05) и 50,0% (р<0,05) соответственно. Изменение прооксидантно-антиоксидантного 
состояния в конце реперфузии у животных 3-й группы сопровождалось повышением показателя 
p50реал. в печеночной и смешанной венозной крови по отношению к соответствующему периоду во 2-
й группе на 21,9% (р<0,05) и 20,9% (р<0,05) соответственно. Важно отметить, что снижение СГК 
крови на 120-й минуте реперфузии  происходило на фоне уменьшения содержания NOx в 3-й группе 
по отношению ко 2-й группе в печеночной и смешанной венозной крови на 58,3% (р<0,05)  и  55,9% 
(р<0,05), соответственно. 
Результаты исследования показали, что ингибирование NO-синтазной функции на фоне 
применения ИП в условиях ИРП способствует снижению СГК крови обоих исследуемых образцов 
(судя по изменению показателей р50реал). Снижение СГК в крови на фоне относительной 
стабильности показателей кислотно-основного состояния в 3-й группе указывает на меньшую роль 
эффекта Бора в изменении кислородсвязующих свойств крови. По-видимому, необходимость 
коррекции ацидоза и дефицита вазодилататоров при реперфузии в 3-й группе способствовала 
участию гемоглобина в неферментативном восстановлении нитритов в монооксид азота, которое 
наряду с высвобождением NO приводит к устранению двух протонов водорода [10]. Возможно 
неферментативное восстановление нитритов в NO при ИРП выполняет роль нетолько 
компенсаторного механизма при ацидозе, но и увеличивает доставку кислорода тканям, находящимся 
в условиях гипоксии, за счет образования нитрозилированного гемоглобина (Hb-Fe(II)NO). 
Образование Hb-Fe(II)NO стабилизирует Т-конформацию гемоглобина и способствует уменьшению 
СГК [10], что наблюдали у кроликов 3-й группы. Суммарно снижение NOx в 3-й группе могло быть 
обусловлено как ингибированием NO-синтазной функции с помощью L-NAME, так и участием 
гемоглобина в компенсаторных реакциях по поддержанию кислотно-основного состояния, что 












Однако изменение кислородсвязывающих свойств крови при реперфузии печени не 
способствовало компенсации нарушений прооксидантно-антиоксидантного баланса, судя по 
повышению уровня продуктов ПОЛ и истощению факторов антиоксидантной защиты у кроликов 3-й 
группы. Низкое СГК крови при ИРП обычно является фактором, способствующим усилению 
окислительного стресса и реперфузионных повреждений [5]. Показано, что накопление 
восстановленных переносчиков в дыхательной цепи митохондрий при ишемии способствует ее 
функциональной недостаточности, «утечке электронов» и окислительному стрессу при реперфузии 
печени [1]. Известно, что высокие уровни монооксида азота обладают обратимым ингибирующим 
воздействием на конечную цитохромоксидазу С, что может тормозить процессы тканевого дыхания, 
тогда как низкие уровни NO облегчают восстановительные процессы в митохондриях, улучшают 
транспорт электронов, но вместе с этим способствуют образованию супероксида аниона, который  
инициирует транскрипцию ядерного фактора каппа B (NF-kB) – раннего сигнала в ответ на стресс 
[15]. Повышение СГК крови у животных 2-й группы согласуется с благотворным влиянием ИП на 
редокс-состояние митохондрий гепатоцитов [13]. Показано, что при ИРП монооксид азота может 
быть вторичным мессенджером коррекции биоэнергетики митохондрий с помощью ИП [8].    
Таким образом, защитное действие ишемического прекондиционирования на печень при 
ишемии-реперфузии в значительной степени обусловлен эндогенной продукцией NO, 
газотрансмиттерные свойства которого способствуют коррекции кислородсвязывающих свойств 
крови, окислительного стресса и улучшению функционального состояния органа в реперфузионном 
периоде у животных в эксперименте. 
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Summary 
Ischemic preconditioning (IP) is effective method of correction of hepatic oxidative damages during 
reperfusion. Nitric oxide (NO) can play dualistic role in development of oxidative/nitrosative stress during hepatic 
ischemia-reperfusion (HIR).The aim of investigation was to identify the role of NO-synthase function in defensive 
mechanism of IP on the liver. 25 adult male rabbits weighing 3.5-4.5 kg were divided into 3 experimental groups: in 
the first group (n = 11), the HIR was simulated, in the 2nd group (n = 8) before the HIR, the IP course was carried 
out. To assess the contribution of NO to the mechanism of the protective action of the IP during HIR, L-NAME (5 
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blood, the prooxidant-antioxidant state and the activity of alanine and aspartate aminotransferases (ALT and AST) 
were evaluated. A decrease in the protective effect of IP during NO-synthase inhibition was established according 
increased lipid peroxidation products and ALT, AST activities, reduced antioxidant defense factors and oxygen-
binding properties of blood. Thus, the protective effect of IP on the liver is largely due to endogenous production of 
NO, which gasotransmitter effects contribute to the correction of blood oxygen-binding properties and oxidative 
stress during HIR. 
Key words: ischemic preconditioning, liver, nitric oxide, oxidative stress, hemoglobin 
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